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摘要 :【 目 的] 建立 一 种 适用 于 蜜蜂 源 的 细胞 培养 方法 ,为 蜜蜂 源 细胞 培养 和 蜂 病毒 的 研究 英 定 基础 。[【 方 法 】 比 较 
在 Grace 和 WH2 两 种 昆虫 细胞 培养 基 中 培养 的 中 华 蜜蜂 hpis cerana cerana 幼虫 原 代 细 胞 状况 ,筛选 出 适用 于 中 华 
蜜蜂 幼虫 原 代 细 胞 培养 的 最 佳 培 养 基 ,并 通过 细胞 活力 比较 ,确定 用 于 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细胞 培养 的 适宜 胎 牛 血 
清 (fetal bovine serum, FBS) 浓 度 。 在 此 基础 上 ,用 该 原 代 细胞 接种 中 华 蜜蜂 虞 状 幼虫 病毒 (Chinese sacbrood bee 
disease ,， CSBV) ,并 通过 实时 定量 RT-PCR 方法 对 病毒 复制 情况 进行 检测 。[【 结果 】 相 对 于 WH2 培养 基 , 在 Grace 培 
养 基 中 生长 的 细胞 大 而 圆 ,透明 ,边缘 整齐 ,无 颗粒 物 ,活力 明显 高 于 WH2 培养 , 且 含 15% FBS 的 Grace 培养 基 更 
舌 合 于 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细胞 培养 。CSBYV 接种 在 该 原 代 细胞 ,能 够 复制 增殖 ,同时 伴随 宿主 细胞 快速 分 裂 。[【 结 
论 ] 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细胞 培养 基 在 含 15% FBS 的 Grace 中 能 够 良好 生长 ,并 且 CSBV 可 以 在 该 原 代 细胞 中 进行 
复制 。 
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Culture of the primary cells of Apis cerana cerana larvae and the 












































































































































































































































replication of Chinese sacbrood virus in the cultured cells 

LI Hui, FEl Dong-Liang, HU Ying, MA Ming-Xiao” (College of Animal Science and Veterinary 
Medicine, Liaoning Medical University, Jinzhou, Liaoning 121001, China) 

Abstract:【 Aim】To establish an applicable culture method for honeybee sourced cells and to lay the 
foundation for culture of honeybee cells and related virus research. 【 Methods 】The premium culture 
medium and the corresponding fetal bovine serum (FBS) concentration were screened by comparing the 
growth status of the primary cells of the Chinese bee larvae cultured in Grace’ s medium and WH2 
medium, respectively. Then, the cultured primary cells were inoculated with Chinese acbrood virus 
(CSBV), and the virus replication was detected with real-time quantitative RT-PCR. 【 Results 】 Cells 
cultured in Grace’ s medium were large and round, transparent, and regularly edged with no particulate 
matters, and had significant higher viability than those cultured in WH2 medium. The economical and 
applicable FBS concentration was determined to be 15% based on the comparison of the cell viability 
cultured in Grace’ s medium with various concentrations of FBS. The inoculated CSBV virus could replicate 
and proliferate rapidly along with the division of the host cells.【 Conclusion 】The primary cells of Chinese 
bee larvae grow well in Crace s medium with 15% FBS, in which the replication of CSBV can proceed. 
Key words: Apis cerana cerana; Chinese bee Sacbrood virus (CSBV ) ; primary cell culture; fetal bovine 
serum (FBS); real-time RT-PCR 














圳 状 幼虫 病毒 (sacbrood virus, SBV ) 属于 细小 ”SBYV 主要 感染 2 -3 日 龄 蜜蜂 幼虫 ,西方 蜜蜂 Apis 
RNA 病毒 科 ( Picornaviridae ) , 单 股 正 链 RNA 病毒 。 mellifera L. 对 SBV 有 较 强 的 抵抗 力 ,得病 后 病状 较 
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轻 , 能 够 自 愈 ,不 会 造成 严重 损失 ,但 中 华 蜜蜂 hpis 
cerana cerana( 简称 “中 蜂 ”) 对 SBV 易 感 ,一 旦 感染 ， 
会 造成 幼虫 死亡 ,成 蜂 行 为 异常 ,寿命 缩短 ,最 终 导 
致 整个 蜂 群 毁灭 。 感 当中 华 蜜 蜂 的 SBV 又 称 之 为 
中 华 蜜蜂 嘻 状 幼虫 病毒 ( Chinese sacbrood virus ， 
CSBV) ( 董 乘 义 等 , 1986 ) ,该 病毒 于 1972 年 首次 在 
广东 发 生 , 随 后 迅速 蔓延 至 全 国 乃 至 东南 亚 , 尤 其 在 
东南 亚 一 带 ,几乎 给 中 华 蜜 蜂 的 生产 造成 了 毁灭 性 
打击 ,至 今 仍 在 各 地 广泛 流行 (Li et al., 2012; Li et 
al., 2014) ,不 但 严重 威胁 着 养 蜂 业 的 发 展 , 而 且 也 
严重 地 影响 虫 媒 植 物 的 生长 ,破坏 了 生态 平衡 
(Berenyi et aol.，2006) 。 然 而 目前 由 于 还 没有 适合 
于 蜂 病 毒 培养 的 细胞 系 ,无 法 实现 包括 CSBYV 在 内 
所 有 蜂 病 毒 的 细胞 培养 , 这 极 大 限制 了 CSBV 的 深 


























CCK-8 试剂 盒 同 仁 化 学 研究 所 ;Trizol LS Reagent 购 
自 Invitrogen 公司 ; TransStart™ Probe qPCR Super 
Mix 购 自 北京 全 式 金 生物 技术 有 限 公司 。 
1.2 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细 胞 培养 

取 3 日 龄 中 蜂 幼 虫 , 放 入 无 菌 平 严 内 ,用 75% 
乙醇 漂洗 5 ~ 10 min ,再 在 以 终 浓 度 为 100 U/mL 双 
抗 和 2.5 pg/mL 两 性 霉 素 B 的 PBS 缓冲 液 中 漂洗 3 
次 。 切 碎 幼 虫 , 放 和 15 mL 无 菌 离心 管 中 , 并 加 入 
4 mL 胰 和 蛋白 酶 -EDTA 溶液 。 在 室温 条 件 下 放置 5 ~ 
10 min, 然 后 加 入 10% FBS-Grace ( Marutani-Her et 
al., 2009) 和 WH2 (Hunter，2010 ) 昆虫 细胞 培养 
基 , 用 吸管 彻底 彻底 将 其 混合 以 终止 胰 蛋 白 酶 的 作 
用 。 以 135 g 离心 5 min, 弃 上 清 液 ,将 沉淀 分 别 重 
新 悬浮 于 5 mL 细胞 培养 基 ( 添加 100 U/mL 的 双 



































入 研究 ,影响 了 其 防治 。 近 年 来 国内 外 学 者 试图 通 














抗 ) ,移入 细胞 培养 瓶 中 ,28Y 恒温 培养 箱 内 培养 ， 





过 对 蜜蜂 源 细胞 培养 , 来 实现 蜂 病 毒 细 胞 培养 ， 
Wayne 等 (2010) 使 用 8 -11 日 龄 西 蜂 幼 虫 , 首次 成 
功 培养 了 西 蜂 幼 虫 原 代 细 胞 ,并 接种 了 蜜蜂 易 感 的 
黑 王 台 病 毒 (black queen cell virus，BQCV) 、 蜂 残 翅 
病毒 ( deformed wing virus，DWV ) 和 急性 麻痹 病毒 
(acute bee paralysis virus，ABPYV ) 等 ,结果 发 现 仅 
DWV 在 原 代 细胞 培养 进行 复制 ,该 研究 成 功 培养 了 
蜜蜂 原 代 细 胞 ,并 首次 实现 了 蜂 病 毒 在 体外 复制 。 
鉴于 此 ,本 研究 根据 CSBV 对 宿主 及 其 组 织 的 偏 嘲 
性 ,选择 2 -3 日 龄 中 华 蜜蜂 幼虫 作为 研究 对 象 , 优 
选 培养 条 件 , 制备 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细胞 ,并 探讨 
CSBYV 在 该 原 代 细胞 中 复制 情况 ,为 CSBV 的 免疫 机 
制 和 致 病 机 理 等 研究 黄 定 基础 。 































































































1 材料 和 方法 


1.1 供 试 昆虫 及 主要 试剂 

3 日 龄 中 华 蜜蜂 幼虫 :实验 蜂 群 购 自 宽 多 良 讲 
中 华 蜜蜂 养殖 专业 合作 社 ,并 在 辽宁 医学 院 实验 动 
物 养殖 基地 饲养 ,辽宁 医学 院 实 验 动物 养殖 基地 及 
其 周边 拥有 丰富 的 蜜源 ,能够 满足 蜜蜂 生长 ,实验 索 
取材 料 均 来 自 同一 蜂 群 。 

Grace 昆虫 组 织 培养 基 购 自 GIBCO 公司 ; WH2 
培养 基 主 要 成 分 Schneider ' s Insect Medium，L- 
histidine solution, Fetal Bovine Serum (FBS), CMRL 
1066, Hanks’ Salt, Insect Media Supplement ( x 10) 
和 Gentamicin , 青 链 霉 素 两 性 霉 素 、 磷 酸 盐 绥 冲 液 
(phosphate buffered saline，PBS ) ,以 及 0.25% 胰 蛋 
白 酶 EDTA 和 台 盼 蓝 染 液 , 均 购 自 Sigma 公司 ; 

















每 日 观察 培养 细胞 生长 情况 ,4 ~7 d 更 换 一 次 培养 
基 , 观 察 记 录 拍 照 。 
1.3 细胞 活力 检测 

按照 胰 酶 消化 法 培养 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细 胞 ， 
并 分 别 用 WH2 和 Grace 两 种 不 同 培养 基调 至 细胞 
密度 为 2 x10’ 个 /mL, 接种 于 24 孔 培 养 板 , 每 孔 接 
种 0.5 mL, 28% 恒温 培养 箱 内 培养 , 培养 时 间 为 35 
d, 每 隔 4 ~7 d 半 量 换 培 养 基 , 每 隔 7 d 收集 3 孔 细 
胞 ,观察 细胞 形态 , 台 盼 兰 计 数 ,根据 公式 计算 细胞 
活力 ,细胞 存活 率 = (总 细胞 数 - 死 细胞 数 )/ 总 细 
胞 数 x100% , 取 平 均值 ,观察 细胞 存活 情况 ,在 相同 
培养 条 件 下 ,比较 两 种 培养 基 培 养 的 细胞 活力 ,以 选 
择 更 为 适宜 的 培养 基 。 
1.4 Grace 培养 基 血 清 浓度 筛选 

按照 胰 酶 消化 法 培养 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细 胞 ， 
试验 组 每 孔 添加 5% , 10% , 15% 和 20% 4 种 不 同 
浓度 的 灭 活 的 FBS 的 Grace 培养 液 进行 培养 
(Hunter and Hsu,1996; Bergem et al.，, 2006) ,同时 
设 空白 组 (只 加 Grace 培养 基 ) 和 对 照 组 (细胞 加 
Grace 培养 基 ) , 细胞 密度 均 调 整 为 2.5 x 10 个 / 
mL ,培养 于 4 块 96 孔 培养 板 内 ,100 pL/ 和 孔 , 每 组 3 
个 重复 孔 ,培养 时 间 为 28 d, 每 隔 7 d 取出 1 板 细 
胞 ,向 每 孔 加 入 10 pL CCKS8 溶液 ,将 培养 板 在 28%C 
培养 箱 内 培养 2 b, 用 酶 标 仪 测定 在 450 nm 处 的 吸 
光度 值 。 以 空白 组 调 零 ,对 照 组 细胞 活力 设 定 为 
100% ,其 他 处 理 组 吸光 度 值 与 对 照 组 相 比较 计算 各 
试验 组 的 细胞 活力 。 进 而 考察 相同 天 数 培养 条 件 下 
不 同 胎 牛 血清 浓度 对 细胞 生长 的 影响 ,从 中 筛选 出 
适宜 的 FBS 浓度 。 
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1.5 CSBYV 在 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细胞 复制 
1.5.1 病毒 原液 制备 :从 -80Y 冰箱 中 取出 10 头 
患 病 (CSBV ) 死 虫 ,置信 研 钵 内 ,加 入 灭 菌 PBS 缓冲 
液 ,均匀 研磨 成 乳 状 巧 液 ,反复 冻 融 3 次 ,将 上 述 组 
冲 液 先 经 400 目 两 层 滤 布 过 滤 , 再 通过 0.45 hm 的 
滤 膜 过 滤 后 ,用 1 mL 的 离心 管 分 装 , 置 于 -80Y 保 
存 备用 。 
1.5.2 CSBV 感染 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细胞 : 待 中 华 
蜜蜂 幼虫 原 代 细胞 生长 汇合 度 达到 约 80% 时 ,用 
PBS 液 清洗 2 次 ,每 瓶 中 华 仪 蜂 幼 虫 原 代 细胞 接种 
1 mL CSBYV 病毒 液 ,吸附 60 min ,每 隔 20 min 晃动 
次 ,使 培养 液 与 细胞 充分 接触 。 孵 育 后 倾 去 病毒 















































养 初期 多 数 细胞 贴 壁 ,细胞 形态 多 为 圆 形 ,形成 单 层 
细胞 ,细胞 整体 透明 ,周边 轮廓 较 淡 , 细 胞 内 有 少量 
颗粒 (图 1: 了 E)。7 d 后 可 见 聚 集 细胞 周 半 有 新 生 细 
胞 出 现 ,新生 细 胞 多 数 悬 浮 ,以 圆 形 居多 (图 1: 了 下 )， 
24 h 后 ,细胞 基本 贴 壁 ,培养 14 d 后 新 生 细 胞 长 满 
瓶 底 , 进行 第 一 次 传代 (图 1: G) ,细胞 传代 时 用 吸 
管 在 培养 板 底部 吹 打 就 可 将 其 分 散 ,以 一 分 为 二 的 
方式 进行 传代 培养 。 在 Grace 培养 基 中 ,细胞 急剧 
生长 ,在 这 样 的 环境 条 件 下 ,35 d 时 细胞 保持 大 而 
圆 ( 图 1: H) ,并 且 活 跃 增殖 了 85 d。 

WH2 培养 基 培 养 中 蜂 幼 虫 原 代 细胞 : 用 WH2 



































液 , 用 无 血清 Grace 培养 基 清 洗 2 次 以 去 除 未 结合 
的 病毒 粒子 ,加 入 维持 液 继续 培养 , 于 接 毒 后 12， 
24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 和 120 h 各 收集 2 
瓶 病毒 液 。 
1.5.3 病毒 液 的 RNA 提取 、 反 转录 和 获 光 定量 
RT-PCR 检测 :将 每 个 时 间 点 取出 的 细胞 瓶 置 
-805 低温 冷藏 冰箱 中 反复 冻 融 3 次 ,然后 在 无 菌 
条 件 下 歇 打 细 胞 瓶 中 细胞 并 收集 病毒 液 , 将 病毒 液 
12 000 r/min 离心 10 min 取 上 清 , 按 照 Trizol 试剂 盒 
说 明 书 操作 提取 总 RNA ,并 按 反 转录 试剂 盒 说 明 书 
操作 合成 cDNA 后 ,参照 Ma 等 (2013 ) 建立 的 
TaqMan MGB 探 针 实时 荧光 定量 PCR 方法 对 CSBV 
进行 实时 定量 检测 ,该 实时 获 光 定量 PCR 反应 体系 为 
25 kL, 包括 500 nmol[L 正 \ 反 向 引物 (CSBVTMPF: S“- 
CCTGGGAAGTTTGCTAGTATTTACG-3'; CSBVTMPR : 
5’-CCTATCACATCCATCTGGGTCAG-3') 2 pL 、250 
nmol/L TaqMan MGB 探 针 (CSBVTMP: 5’-CGACA 
TACCCGCAAATTCAGCACGC-3’) 1 pL 、2 x PCR 
Buffer 12.5 jwL、Reference 0.5 pL 模板 1 gL, 补水 
至 25 pL。PCR 反应 条 件 为 95%C 30 s;1 个 循环 ; 
95%C 5 s;60%C 60 s;40 个 循环 。 
1.6 数据 统计 与 方法 

采用 SPSS17.0 统计 软件 对 实验 数据 进行 统计 
分 析 , 各 组 间 的 方差 分 析 采 用 One-way ANOVA 方 
法 ,多 重 比 较 采 用 LSD 法 。 





























2 结果 


2.1 不 同 培养 基 培 养 的 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细胞 生 
长 特点 

Grace 培养 基 培 养 中 蜂 幼虫 原 代 细 胞 : Grace 培 
养 基 培养 的 中 蜂 幼 虫 细胞 ,在 倒置 显微镜 下 观察 培 











培养 基 培 养 的 中 蜂 幼 虫 原 代 细 胞 ,在 倒置 显微镜 下 
观察 培养 初期 细胞 形态 多 为 圆 形 , 多数 细胞 贴 壁 , 形 
成 单 层 细 胞 ,细胞 内 有 少量 颗粒 (图 1: A)。 培 养 
7 d 可 见 聚 集 的 细胞 团 周围 有 新 生 细 胞 出 现 ,形态 多 
数 以 圆 形 为 主 ,细胞 透明 , 惹 浮 ( 图 1: B) ;培养 14 d 
后 细胞 覆盖 底部 90% 进行 第 一 次 传代 (图 1: C)。 
共 传 2 次 ,之 后 新 生 细 胞 减少 ,35 d 后 细胞 出 现 悬 
浮 ` 变 暗 .融合 聚集 等 现象 (图 1: D)。 
2.2 不 同 培养 基 对 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细胞 存活 渐 和 

WH2 和 Grace 培养 基 培 养 的 中 华 蜜蜂 幼虫 原 
代 细 胞 培养 7 和 14 d 时 ,细胞 活力 分 别 为 94. 52% 
和 94.44% , 94. 13% 和 95. 11% ,同一 时 间 组 间 差 
异 均 不 显著 (P >0.05);21, 28 和 35 d 时 ,细胞 活 
力 分 别 80.53% 和 90.03%, 60.30% 以 及 89.87% ， 
48.00% 和 85. 60% , 同一 时 间 组 间 比 较 , 差 异 均 显 
著 (P<0.05)。 并 且 Grace 培养 基 培 养 细胞 存活 时 
间 更 长 ,表明 Grace 培养 基 优 于 WH2 培养 基 , 详 见 
图 2。 
2.3 不 同 胎 牛 血清 浓度 对 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细 胞 
存活 的 影响 
由 图 3 可 知 ,在 培养 7, 14 和 21 d 时 中 华 蜜蜂 
幼虫 原 代 细胞 活力 , Grace 培养 基 15% FBS 组 和 
20% FBS 组 与 无 血清 组 5% FBS 组 及 10% FBS 组 相 
比 , 均 差 异 极 显 著 (P <0.01), 而 15% FBS 组 和 
20%FBS 组 组 间 差 异 不 显著 (P >0.05);28 d 时 的 
中 华 蜜蜂 幼 忠 原 代 细 胞 活力 Grace 培养 基 15% FBS 
日 和 20% FBS 组 与 无 血清 组 5% FBS 组 ,10% FBS 
相 比 , 亦 均 差异 极 显 著 (P<0.01) ,但 15%FBS 组 
和 20% FBS 组 组 间 差 异 显著 (P<0.05)。 说 明 无 血 
清 不 利于 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细 胞 的 生长 ,必须 添加 
血清 培养 细胞 。 且 添加 15% FBS 较为 适宜 。 
2.4 病毒 在 中 华 蜜蜂 幼虫 细胞 上 的 复制 

CSBYV 感染 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细 胞 后 分 别 于 第 












































me A 



































12 其 








李 ” 慧 等 : 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细胞 培养 及 中 华 蜜蜂 圳 状 幼虫 病毒 在 培养 的 细胞 中 的 复制 





1365 














图 1 
Fig. 1 
A: 中 华 蜜蜂 幼虫 细胞 在 WH2 培养 基 中 体外 培养 2 d 细胞 























蜜蜂 幼虫 细胞 在 WH2 培养 基 中 体外 培养 7 d 时 聚集 细胞 周围 出 现 新 








两 种 培养 基 中 不 同 H 


Cellular morphology of Apis cerana cerana | 





the honeybee larvae cells were cultured in vitro for 7 days. C: 中 华 蜜蜂 幼虫 细胞 在 WH2 培养 基 中 体外 培养 14 d 长 满 瓶 底部 ,第 一 次 传代 细胞 形 
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arvae in two culture media at different culture periods 


中 华 蜜蜂 幼虫 细胞 形态 





乡 态 Morphology of honeybee larvae cells cultured in vitro in the WH2 medium. B: 中 华 
E 细 胞 In the WH2 medium ，new cells grew around the aggregation cells after 














态 Morphology of the 1st passage cells full of the bottom of the bottle after the honeybee larvae cells were cultured in vitro for 14 days in the WH2 
medium. D: 中 华 蜜蜂 幼虫 细胞 在 WH2 培养 基 中 体外 培养 35 d 细胞 融合 聚集 形态 Morphology of amalgamation and gathered cells after the 
honeybee larvae cells were cultured in vitro for 35 days in the WH2 medium. E: 中 华 蜜蜂 幼虫 细胞 在 Grace 培养 基 中 体外 培养 2 d 细胞 形态 
Morphology of the honeybee larvae cells cultured in vitro for in the Grace’ s medium. F: 中 华 蜜蜂 幼虫 细胞 在 Grace 培养 基 中 体外 培养 7 d 时 聚集 细 
胞 周围 出 现 新 生 细 胞 In the Grace’s medium ，new cells grew around the aggregation cells after the honeybee larvae cells were cultured in vitro for 7 
days. G: 中 华 蜜蜂 幼虫 细胞 在 Grace 培养 基 中 体外 培养 14 d 长 满 瓶 底部 ,第 1 次 传代 细胞 形态 Morphology of the 1st passage cells full of the 
bottom of the bottle after the honeybee larvae cells were cultured in vitro for 14 days in the Grace’ s medium. H: 中 华 蜜 蜂 幼 虫 细 胞 在 Grace 培养 基 中 
体外 培养 35 d 细胞 大 而 圆 Honeybee larvae cells were big and round after cultured in vitro for 35 days in the Grace’s medium. 标尺 Scale bars = 50 hm. 


























日 WH2m Grace 
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加 号 
0 日 a 日 站 日 站 日 a 日 a 
7 14 21 28 35 
培养 时 间 Culture time (qd) 
图 2 两 种 不 同 培养 基 对 中 华 蜜蜂 幼虫 细胞 活力 影响 


Fig. 2 Effect of two different culture media on the cell 


viability of Apis cerana cerana larvae 


12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 和 120 小 时 收 
集 病 毒液 。 结 合 标准 质粒 病毒 拷贝 数 计算 公式 Ct = 
-3.47log(copy number) +34. 60， 经 荧光 定量 PCR 
检测 ,换算 出 病毒 浓度 分 别 为 1. 138 x10 ,7.543 x 
10°, 3.859 x10°, 3.391 x10°, 3.647 x10°, 3.540 x 
10°, 8.876 x107, 1.591 x10 ,1.339 x10” 和 1.290 x 
10 拷贝 uL( 图 4) 。 在 病毒 感染 细胞 12 bh 即 可 检 


























测 到 欧 光 ,表明 其 子 代 病毒 粒子 产生 , 随后 逐渐 增 
多 , 当 感染 60 h 时 达到 高 峰 , 随 后 逐渐 降低 。 


3 讨论 


中 华 蜜 蜂 宫 状 幼 虫 病 (Chinese sacbrood 
disease) 是 由 CSBV 引起 的 一 种 分 布 广发 病 率 高 和 
传染 快 的 病毒 性 传染 病 。 一 旦 发 生 , 就 会 给 中 华 蜜 
蜂 业 造成 毁灭 性 打击 。 然 而 目前 由 于 没有 适合 培养 
CSBV 的 细胞 ,缺乏 有 效 的 细胞 培养 体系 ,严重 地 制 
约 了 对 CSBV 的 研究 和 防治 。 本 研究 根据 CSBV 对 
宿主 及 其 组 织 的 偏 嗜 性 ,选用 2 -3 日 龄 中 华 蜜蜂 幼 
虫 ,培养 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细胞 ,通过 对 两 种 不 同 的 
昆虫 细胞 液体 培养 基 , 4 种 不 同 浓度 FBS 对 比 实验 ， 
筛选 出 适合 中 华 密 蜂 幼虫 原 代 细胞 培养 条 件 , 并 发 现 
了 CSBV 能 够 在 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细 胞 中 复制 。 

在 原 代 细胞 培养 中 细胞 培养 基 的 选择 至 关 重 
要 ,本 次 研究 分 别 选择 Crace 培养 基 和 WH2 培养 基 。 
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图 3 不 同 浓度 胎 牛 血清 对 中 华 蜜蜂 幼虫 细胞 活力 影响 


Fig. 3 Effects of different concentrations of fetal bovine serum on the cell viability of Apis cerana cerana larvae 














图 中 数据 为 平均 数 上 标准 差 ; 柱 上 不 同 字母 表示 不 同 处 理 浓 度 间 的 差异 显著 性 (P<0.05, LSD 法 ) 。Data are mean 上 +SD，and different small 


letters above bars indicate significant difference among different concentrations (P <0.05, LSD). 











荧光 量 (norm) 
Fluorescence 









































全 二 一 | 一 一 全 


012345678 9101112131415161718 1920212223 24253 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 


循环 数 Number of cycles 








原 代 细胞 中 病毒 拷贝 数 变 化 





图 4。 不 同时 间 点 中 华 蜜蜂 幼 


Fig. 4 Changes in virus copy number in primary cells of Apis cerana cerana larvae at different time points 
1, 2: 细胞 接 毒 12 h (12 h after inoculation) ; 3, 4: 细胞 接 毒 24 h (24 h after inoculation ) ; 5, 6: 细胞 接 毒 36 h (36 h after inoculation) ; 7，8 : 
细胞 接 毒 48 h (48 h after inoculation ) ; 9, 10: 细胞 接 毒 60 h (60 h after inoculation) ; 11, 12; 细胞 接 毒 72 h (72 h after inoculation ) ; 13, 14: 
细胞 接 毒 84 h (84 h after inoculation) ; 15, 16: 细胞 接 毒 96 h( 96 h after inoculation) ; 17, 18: 细胞 接 毒 108 h (108 h after inoculation) ; 19， 


20: 细胞 接 毒 120 h (120 h after inoculation ) . 


Grace 培养 基 是 模仿 家 和 蛋 血 淋巴 的 化 学 成 分 设计 而 
成 , 它 是 一 个 基础 培养 基 , 用 前 需要 添加 不 同 量 的 胎 
牛 血清 、 水 解 乳白 蛋白 和 酵母 自 溶液 等 特殊 成 分 成 
为 完全 培养 基 , 以 达到 培养 不 同 种 昆虫 细胞 的 目的 
( 醉 庆 善 等 , 2003 ) ;而 WH2 培养 基 刚 开始 是 为 培养 
半 妈 上 日 昆虫 ,如 叶 暗 和 Homalodisca vitripennis 细胞 


层 细胞 开始 聚拢 , 虽 有 少量 细胞 贴 壁 现象 ,但 贴 壁 不 
牢 , 用 吸管 轻微 吹 打 ,很 容易 脱落 ,传代 35 d 时 细胞 
内 又 出 现 颗 粒 物 ,细胞 透明 度 降 低 , 细 胞 边缘 发 暗 ， 
细胞 质 内 出 现 暗 的 颗粒 样 结构 和 空 泡 结构 ,这些 颗 
粒 首先 出 现在 核 周围 ,然后 在 数量 上 有 所 增加 ,通常 
这 种 颗粒 物 被 看 作 是 细胞 退化 的 一 种 表现 ( 巷 庆 善 








培养 等 ,后 来 发 现 它 同样 适用 于 其 他 很 多 不 同 种 昆 
虫 ,比如 蜜蜂 (Hunter，2010 ) 。 在 本 研究 比较 了 
Grace 培养 基 和 WH2 培养 基 对 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 
细胞 培养 ,人 研究 发 现 用 WH2 培养 液 培养 的 细胞 内 
有 少量 颗粒 物 , 随 着 培养 时 间 延 长 ,细胞 质 融合 ， 


等 , 2003) 。 而 在 Grace 培养 基 培 养 35 d 时 细胞 大 
而 圆 ,透明 ,边缘 整齐 ,无 颗粒 物 ,在 此 培养 条 件 下 培 
养 85 d 时 细胞 陆续 死亡 。 采 用 细胞 计数 法 对 两 种 
培养 液 培养 细胞 进行 活力 检验 ,结果 发 现 WH2 培 
养 基 和 Grace 培养 基 在 7 和 14 d 时 细胞 活力 组 间 差 




















12# 本 


纲 


























等 : 中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细胞 培养 及 中 华 蜜蜂 圳 状 幼虫 病毒 在 培养 的 细胞 中 的 复制 1367 











异 不 显著 (P >0.05),21, 28 和 35 d 时 Grace 培养 
基 上 细胞 活力 明显 的 高 于 WH2 培养 基 , 且 WH2 培 
养 基 培 养 的 原 代 细胞 35 d 后 相继 死亡 ,而 Grace 培 
养 基 培 养 的 原 代 细 胞 35 d 时 细胞 活力 为 85. 60% ， 
且 存 活 85 d 后 才 逐 渐 死 亡 ,说 明 Crace 培养 基 明 显 
优 于 WH2 培养 基 。 这 可 能 与 Grace 培养 基 中 含有 
谷 氨 酰胺 、 非 必需 氨基 酸 、 水 解 水 解 乳白 蛋白 、 醇 母 
自 溶液 等 营养 成 分 有 关 , 这些 营 养 成 分 可 能 有 利于 
昆虫 细胞 的 生长 。 

FBS 作为 一 种 特殊 物质 添加 到 基础 培养 基 中 ， 
为 细胞 的 生存 、 生 长 和 增生 提供 了 所 必须 的 生长 调 
节 因 子 , 补 充 了 基础 培养 液 中 没有 或 量 不 足 的 营养 
成 分 ;但 由 于 FBS 成 分 不 明确 ,不 同 动物 不 同 批 次 
的 FBS 成 分 和 活性 差别 较 大 ,存在 影响 细胞 生长 和 
繁殖 的 补体 、 免 疫 球 蛋白 和 生长 抑制 因子 等 物质 , 往 
往 会 导致 细胞 培养 不 稳定 。 鉴 于 此 ,本 研究 在 Grace 
基础 培养 基 中 添加 4 种 不 同 浓度 的 灭 活 的 FBS 
( Hunter and Hsu, 1996; Marutani-Hert et al., 
2009) ,检测 细胞 在 不 同 浓度 FBS 中 细胞 活力 。 结 
果 表 明 , 7, 14, 21 和 28 d 时 ,Grace 培养 基 15% 
FBS 组 和 20% FBS 组 与 无 血清 组 .35%FBS 组 、10% 
FBS 组 相 比 ,差异 均 极 显著 (P<0.01), 且 28 d 时 
15%FBS 组 和 20%FBS 组 差异 显著 (P<0.05)。 说 
明 在 Grace 培养 基 中 添加 血清 能 极 显 著 提高 中 华 蜜 
蜂 幼 虫 原 代 细胞 活力 , 且 添 加 153% FBS 更 为 适宜 。 
在 15%FBS 的 Crace 培养 基 中 ,中 华 蜜 蜂 幼虫 细胞 
贴 壁 生长 ,大 而 圆 , 生 长 状态 好 ,有 明显 的 对 数 生长 
期 ,并 可 传代 培养 85 d, 也 进一步 验证 了 该 培养 基 选 
择 的 合理 性 。 

同时 本 研究 也 对 其 他 培养 条 件 温度 、 湿 度 和 是 
否 需要 C0, 等 条 件 进 行 了 探讨 ,研究 表明 在 Grace 
培养 基 中 添加 15%TFBS ,无 需 C0, ,28% 恒温 培养 条 
件 下 ,中 华 蜜蜂 幼虫 原 代 细 胞 就 可 以 生长 。 在 此 基 
础 ,用 纯化 后 的 CSBV 感染 该 原 代 细 胞 ,经 TapMan 
MGB 探 针 实时 定量 PCR 检测 后 ,结果 表明 当 病 毒 
感染 细胞 12 h 时 即 可 检测 到 CSBYV 病毒 , 随 着 时 间 
的 增加 ,病毒 含量 逐渐 增加 ,60 bh 时 增殖 病毒 含量 







































































达到 峰值 ,随后 病毒 含量 出 现 减少 趋势 ,直到 病毒 感 
染 细胞 96 h 后 ,病毒 含量 不 再 有 明显 变化 ,但 复制 
后 的 病毒 是 否 具有 感染 性 , 毒 力 是 否 发 生变 化 ,感染 
后 细胞 本 吴 发 生 哪 些 变化 等 问题 ,还 有 竺 进一步 
研究 。 
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